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慢性関節 リ ウ マ チ に お ける関節破壊機序を解明す る ため に ， モ ル モ ッ トに 抗原誘導型関節炎 を作製
し， この 実験 モ デル に お ける 関節軟骨破壊機序を形態学的お よ び 生化学的に 検討した ． アミ ド化 に よ り陽
イ オ ン 化し た牛血 清アル ブ ミ ン くaB S AHpIこ 9．5，で モ ル モ ッ トを免疫 し膝関節腱内に aB SA く0．5rngJ
を注入 す る こ と に よ り関節炎 を誘導 した． 抗原 注入後 1 日で好中球浸潤 を伴う著 しい 滑膜炎が み られ た ．
滑膜や 軟骨下骨髄か ら道連し た好中球 は関節軟骨 に浸潤 し， 2週 まで に 関節軟骨 は破壊消失 した． 関節軟
骨の破壊 に 際 して， ま ずプ ロ テ オ グリ カ ン の 脱落が お こ り ， 次 い で コ ラ ー ゲ ン線推の 消失が み ら れた ． 8
過ま で に ， 破壊され た 関節軟骨と関節腔は滑膜や骨髄よ り増殖 し た肉芽組織に よ っ て置換され線維癖痕組
織 く線維性強直うとな り， 12－20週 で は膝関節 は最終的 に軟骨性強直像 を呈 した
．
1 25トaBSA を用 い た オ ー
ト ラ ジオ グラ フ イ ー と抗 モ ル モ ッ ト工gG に よる蛍光抗体法の所見 か ら， 抗原は静電気的親和力に よ り 関節
軟骨全層 に捕捉 され て お り， こ れ が抗体との 結合に 必 要な持続性 の 抗原 くplantedantige nl と して働 い て
い る こ とが確認 され た． 抗原注入後 1 ， 2遇 の 膝関節か ら採取 した滑膜と関節軟骨 ホモ ジネ ー トか ら仁3別
棟識 ト ラ ン ス フ ェ リ ン分解活性 が検出さ れた
．
こ の蛋白分解酵素 は阻害試験や pH 曲線の 所見か ら中性セ
リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ で あり， プ ロ テオ グ リ カ ン分解活性 を持つ 好中球由来 エ ラス タ ー ゼ やカ テプ シ ン G と
推定さ れ た
t 同試料中に コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 は検出 で き な か っ た が， ゼ ラチ ン分解活性の上 昇が 認め られ た
．
こ の 酵素は 4－a min ophenylm er c u ric a c etate に よ っ て 活性化され ， E D T Aに よ っ て そ の 活性 は阻害 を受け
る こ と か ら中性金属依存性蛋白分解酵素 で あ り， ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル 上 の 分子 量より好中球由来
ゼラ チ ナ ー ゼ と 考え られ た． 以 上 の 実験デ ー タよ り， 本実験モ デ ル に お い て は好中球由来の 中性蛋白分解
酵素が プ ロ テ オ グ リカ ンや コ ラ ー ゲ ン 線椎 を分解す る こ と に よ り関節軟骨破壊 をき たす と考え られ た． ま
た， この こ と は慢性関節 リ ウ マ チ に お い て も滑液中に 浸出した 好中球が関節軟骨 の破壊 に 重要な役割 を果
して い る可能性 を示 唆して い る
．
Key w o rds a ntige n－indu c ed a rthritis， destr uctio n of c artilage， n e utral
proteinas e， rhe um atOidarthritis
慢性関節 リ ウ マ チ は未知の 抗原に 対 し抗体が産生さ
れ ， こ の 抗原 岬 抗体複合体を起炎物質と し て 慢性増殖
性滑膜炎を き た し， その 結果関節軟骨や骨お よ び関節
周囲組織 の 破壊 を生 じる 疾患 で ある ． 慢性関節リ ウ マ
チ は その病理 発生 上 1う 遺伝的素因， 2う 未知の 抗
原と免疫異常， 3う 化学伝達物質と増殖性滑膜炎， 4う
関節軟骨破壊の 4 つ の ス テ ッ プが存在す る と考 え られ
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て い る り
．
こ れ らの 各ス テ ッ プ を解明す るた め に ， こ れ
まで 多く の 実験モ デル が考案され 報告され て き た． そ
れ ら を大別す る と自然発症モ デ ル と誘導型 モ デ ル に 分
け られ る
． 後者で は関節炎 を誘導す る方法と して ， 1う
感染性病原体， 2ン 化学物質， 3う 内分泌障害， 41 免
疫学的手法， 5う 物理 的刺激が あげられ る釘 ． こ れ ら の
う ち ， 免疫学的手法を用 い た 関節炎は慢性関節 リウ マ
A bbre viatio n s ニtaJBS A， くa midatedJbo vin e s eru m albu min三 DIF P， diisopr op yl flu or o－
phosphatei E D T A， ethyle ndia min e tetr a a c etic a cid三 E LISA， e n Zyme－1inked im m u n o－
abs orbe nt as s ay 三F3Hコ Cm － T f， F3Hコ c arbo xym ethylated tr a n sferrin3 N－E M， N － ethylq
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チ が免疫学的機序を介 して発症 して い る こ と か ら特 に
有用 なモ デ ル と して注目され て い る ■ ま た， 動物 を免
疫す る物質と してア ル ブ ミ ン や免疫 グ ロ ブ リ ン な ど
の
血紫蛋白， 外来性異物 の ho rs er adish pe r o xidas e， 大
腸菌や溶血性連鎖球菌な ど の 細菌菌体成分， 細胞間
マ
トリ ッ クス 構成成分の工I型コ ラ
ー ゲ ン お よび ア ジ ュ バ
ン ト， フ ェ リ チ ン ， フ ィ プ リ ン な ど種々 様々 な物質が
用 い られ てい る
2川
． それ ぞ れ に 長所と 欠点が あ り ， 現
在ま で の と こ ろ どの 実験 モ デ ル も慢性関節リ ウ マ チの
理 想的モ デ ル とは い い 難い
3I
．
一 方， 慢性 関節リ ウ マ チ の 関節軟骨破壊機序 に 関し
て は， 滑膜や 関節軟骨組織由来の 蛋白分解酵素， 白血
球や大食細胞由来 の 活性酸素， 荷重に よ る機械的負荷
な どが 脚昌さ れて い る ． しか し， 関節 軟骨の破壊は そ
の細胞間マ トリ ック ス の 分解消失に 伴 っ て進行す る こ
とか ら， 蛋 白分解酵素が主役 を演 じて い る も の と考 え
られ て い る
1I
． 関節軟骨 の 細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解酵
素 と して エ ラ ス タ ー ゼ
踊 や カ テ プ シ ン G
4一軒な どの セ
リ ン プロ テ ィ ナ ー ゼ ， カテ プ シ ン 野
晒 や D8桝 な どの ア
ス パ ラ銀酸 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ お よ び コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 州1り，
ゼ ラチ ナ ー ゼ
12，川
， m atrix m etallopr otein a se3
川
くstr o m elysinl
1 5，な どの 金属依存性蛋白分解酵素が報
告され て い る． しか し， 慢性関節リ ウ マ チ に お い て こ
れ らの どの酵素が細胞間 マ ト リ ッ ク ス 分解 に大 き な役
割を果 して い るか に つ い て は明 らか で は な い 一
著者 は慢性関節リ ウ マ チ の関節軟骨破壊墳序 を解明
す る目的で v a nden Berg ら の 方法
川 に 従 っ て 関節軟
骨の著 しい 破壊 を生 じる抗原誘導型関節炎を作製 し，
本実験モ デ ル に お ける 関節炎の病 理発生 と関節軟骨破
壊機序 を病 理形態学 と生化学的手段 を用 い て 検討 し
た ． 同時に ， こ の実験モ デ ル に お ける 関節軟骨破壊機
序と慢性関節 リ ウ マ チの そ れ と の 関連性に つ い て 考察
した ．
材料お よ び方法
工 ． ア ミ ド化牛血清 ア ル ブ ミ ン くaB S Aう誘導関節
炎の 作製
1 ． aBSA の 調整
電気泳動上分子 量68，000 の単
一 バ ン ド と し て み ら
れ る B S AくSigm a Che m． Co ． ， U．S．A ．1 を Da n on ら
の 方法1 7棍 準 じて ア ミ ド化 し た． 即 ち B S A溶液 く50
m glml を 30％1－ethyl－3く3 dim ethyl
－ amin opr op yll
carb。dii mi de hydro chlo ride くSigm a Che m． Co ．， U ．
m aleimideニ
s． 射 と混 合し p口6．5 に 調整後， ア ミ ド基供与体 とし
て 0．0 2％の N，N －d im ethyト1，3
－ pr OPandia min e
くB D H C he m． ， Engla nd， を加 え室温 で 6時間反応
さ
せ ， 次 い で こ の 反応液 を蒸留水 に対 し て透析後， 凍結
乾燥 した ． aBS A を等電点泳動す る と 等電点は約9
－5
に 泳動 され た の に 対 し，B S A は4 ■5 に 認め ら れた く図
11． この こ と は aB S A は生理 的 pH で は陽イ オ
ン 化
状態に あ る こ と を示 し て い る ．
2 ． 関節炎の 誘導と抗体価の 検討
実験動物 と して 幼若 モ ル モ ッ ト くハ
ー ト レ 一 系， メ
ス ， 200－300glを使用 した． aB S A を生理的食塩水 で
10m glml溶液と し， 等容の Fr e u nd完全 ア ジ
エ バ ン ト
のIF C O Lab． ， U．S．A．1 と 混合 し エ マ ル ジ ョ ン を作製
衡 モ ル モ ッ ト背部皮内に 0．25mlく1．25mgノ匹 げ
つ
注射 し た． 注射 10 日後ブ
ー ス タ ー 注射 と して 同量 の 抗
原 を背部皮内 に 注射 し， 10 日後 E u S A法に よ り血 清
抗体価 を測定 した ． 血清抗体価 の 測定後 ， 手術的に 両
側膝関節包 を霹出し，





















Fig． 1． Is oele ctricfo c u
sing of B SA a nd aB S Ao
n a
gel with pH r a nge fr o m3．5 to
9．5． T he pI of
aB S Ais ap po xim ately9．5， Wher e a sthat of
n ativ e
B SA is4．5．
N H2－P h－ Hg－Ac， p－ a min ophe nylm er curic ac etate三
Pep■ A， pepStatin A ニP M S F，
phenylm ethan e sulfonyl flu o ride3 PI，is o e
lectric pointi S D S，S Odium dode cyls
ulfate三 T IMP，
tissu einl1ibitor of m etalloprotein ase ．
aB S A誘導関節炎に お け る関節軟骨破壊機序
mgIを注入 して 関節炎 を誘導し た． 対照 と し て 対側膝
関節腔 に 同量 の 生 理 的食塩 水ま た は 卵白 ア ル ブ ミ ン
く0．5 mgうを注入 した ． 関節炎 誘導後， 動物屠殺時に 心
臓 穿刺に よ り採血 し， 血 清抗体価の 推移 を E LIS A 法
に よ り検討し た．
工L 病理 形 態学的検索
1 ． 光顕 的観察
関節炎誘導 1 日 － 20週後に ， エ ー テ ル 麻酔下で動物
を屠殺 し膝関節部 を摘出した ． 材料 を中性 ホ ル マ リ ン
液で 固定後0．5 M E D T AくpH 7．51で 脱灰 し， 正 中お
よ び脛骨外側顆中央 を通 る矢状面 で 縦割 し た． パ ラ
フ ィ ン切 片を作製 し， ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン く汁
E，う 染色， ア ル シ ャ ン 背染色くpH 2．5う お よ びア ザ
ン染色を行 い 観察し た． 対照 群の 膝関節 に つ い ても 同
様の 方法で観察を行 っ た ．
2 ． 電顕的観察
抗原注射 1 日－8過後の 膝関節 を 2．5％ グル タ ー ル
アル デ ヒ ドと 2％オ ス ミ ウム 酸 で 2 墓園定後， 脱水，
エ ボン 812包埋 し， 電顕的に 検索 した ． ま た， ル テ ニ
ウム レ ッ ド くR．Rう 染色に よ り関節軟骨プ ロ テオ グ リ
カ ン の 変化 を観察 した ．
3 ． 抗原と抗体の 関節組織に お け る局在
抗原 を Fr ake rらの 方法1 81に 従 っ て 1 2 5I で ラベ ル し
た
．
1 2 5I．aB S Aく0．5 m glを 3 匹の モ ル モ ッ トの 両膝関
節腔内に 注入 し， 1 日， 3 日， 1週 後 に 膝関節 を摘出
した
．
こ の 材料に つ き パ ラ フ ィ ン切 片を作製 し， 脱パ
ラ フ ィ ン後， 乳剤 くサ ク ラ NR－ M 2うに 軽 く浸潰して か
ら暗箱内 く4
q
Cう で 2－4週 間露出後， 抗原の 局在 を
光顕的オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー で検 索し た． ま た抗体
の 局在 を関節炎誘導1 日， 3 日， 1週， 2週後の 試料
に 対して ， ウサ ギ抗モ ル モ ッ ト1gG を用い た螢光抗体
直接法 で 観察し た．
王江
． 生 化学的検討
1 ． 酵素活性 の 測定
抗原注 入 3 日－ 8 過後に 膝関節滑膜組織と大腿骨，
脛骨お よ び膝蓋骨 よ り関節軟骨を採取 し， 緩衝液 く50
m M Tris－ H Cl， pH 7．4ノ0．15 M NaCl110 m M CaC121
0．02％ NaN31で 十分洗浄後， 0．05％ Brij35 を含 む同
緩衝液と混和 し テ フ ロ ン製 ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ モ ジ
ネ ー ト を作製 した． さ らに そ の ホモ ジネ ー ト を超音波
処理後， 遠心 して そ の 上 清 を得た ． こ の 上 清中の 蛋白
濃度を Lo w ry
191法で測定 した． こ の ホ モ ジ ネ ー ト上 清
に つ き トラ ン ス フ ェ リ ン分 解活性， ゼラ テ ナ ー ゼ活性
およ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 を測定した ． ト ラ ン ス フ ェ リ
ン分解活性は Okada らの 方法141に 従いE3Hコ標識カ ル
ポ キ シ メ チル 化ト ラ ン ス フ ェ リ ン くE3HコCm － T fl を基
質とし て ， 上 浦と 3 アC で反応後， 3．3％ トリ ク ロ ロ 酢
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酸 に 可溶性の トラ ン ス フ ェ リ ン 分解産物の 放射活性を
測定 した． ゼ ラ ナ ナ ー ゼ と コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 は 1 m M
p－amin ophe nylm e rc u ric a c etate くN H2－Ph－ Hg－Acl
の 存 在お よ び 非存在下 で そ れ ぞ れ Ca w sto n ら2 0Iと
Har ris ら2Hの 方法 に 従っ て 測定した． モ ル モ ッ ト皮膚
よ りI 型コ ラ ー ゲ ン を精製 し， G is slow らの 方法2 21に
よ り
1 4C－aCetic anhydride 仏 m e rsha ml で標 識 し放
射性 コ ラ ー ゲ ン を作 製 し た． 14C． ゼ ラ チ ン は 1 4C－ コ
ラ ー ゲ ン を 60
0
C，30分間熱処理 す る こ と に よ り作製し
た
．
1 単位 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性， ゼ ラ チナ ー ゼ
お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性と はそ れ ぞ れ の 基質 を 37
0
C
に お い て 1 分間に 1ノノg分解す る こ と を意味 す る． ま
た ホ モ ジネ ー ト上 宿中の 各酵素活性は 1 mg 蛋 白 あ た
りの 各基質分解活性で表わ し た．
酵 素晴性値 は分散 が大 き い と 考 え ら れ た た め，
W ilc o x o n r a nk s u mtest を用 い て検定 した．
2 ． ト ラ ン ス フ ェ リ ン分解酵素活性の 阻害試験
関節炎誘導2過の 滑膜 と関節軟骨ホモ ジネ ー トの う
ち高 い 酵素活性 を示 し た材料 に つ き 阻害試験 を行 っ
た
．
ホ モ ジ ネ ー ト く10FLl を 同量の 21hM phenyl－
m etha n e s ulfo nyl flu o ride くP M S Fl， 2 m M
diisopr op yl flu o r opho sphate くDIF Pl， 20m M ethyl－
e ndia min e tetr a a c etic a cidtE D T Al， 5 m M N－
ethylm aleimide くN－E Ml お よ び 1m M pepstatin A
くpep． Al と室温 で 30分反応後， 10JLl のE3HコCm －T f
を加 えて 370C， 1時間ア ッ セ イ した． 阻害剤の溶媒 と
反応 させ た 試料 の活性 を100％と して 阻害活性 を表 わ
した．
3 ． トラ ン ス フ ェ リ ン分解酵素の pH 曲線
トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性の 高い 滑膜ホ モ ジ ネ ー ト
を関節炎誘導 1 ， 2， 4 過の 材料か ら 1検体 く10〆り
ずつ と り 1 M酢酸横衝液 くpH 3．5－6．0う，1 M カコ ジ
ル 酸緩衝液 くpH 5．5－7． 引， 1M ト リス 塩酸綬衝液
くpH 7．0－9．0うお よ び 1 M グリシ ン 水酸化ナ トリ ウム
緩衝液 くpH 8．5 － 11．0つ と混 和後37
0
C で 1 時間仁3Bコ
Cm －T fア ッ セ イ を行い 至適 pH を検討 した．
4 ． S D S－ ゼ ラチ ンサ ブ ス ト レ ー トゲ ル
Hibbs らの 方法2 31に 従 い ， ゼラ チ ン く0．5 mglmll を
含む ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲル を作製した ． 滑膜と 関節
軟骨ホ モ ジ ネ ー ト上 清を 4
0
C で 非還元 状態 で電気泳
動 した． ゲ ル を緩衝液 L50m M Tris－ HCl， pH 7 ．511
FEM ZnC12 10 m M CaC1212．5％ Trito nXl で 洗浄後
37
0
C で 反応 し， ゼ ラチ ン の 分解パ タ ー ン を調 べ た ． ま
た モ ル モ ッ ト末梢血 か らJanoffら の方法241に 従っ て
好中球を分画 し， その ホモ ジネ ー トを対照と して ゼ ラ
チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル に泳動 し， 両者の分解パ タ ー
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ン を比 較し た． ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル で は S DS
処理 や電気泳動中に 活性化 が生 じ る た め ， N H2．P h－
Hg－ Ac 処理 は不必 要で あ っ た ．
関節炎誘導 1週 の 滑膜組織 と好中球 ホ モ ジ ネ ー トを
ゼ ラチ ン サ ブス ト レ ー トゲ ル に 泳動後， 前述の 各種蛋
白分解酵素阻害剤を含 む緩衝液中で反 応さ せ， ゼ ラチ
ン 分解活性の 阻害試験 を行 っ た ．
成 績
I
． 抗体価 の 推移
動物 を抗原 で免疫 す る と免疫 した す べ て の 動物 で
aB S Aに 対す る 高い 抗体価 く21 2希釈 で 1． ，68 士0．27，
m e a n士S．D．1が確認 され た． 屠殺時 に 得ら れ た関節炎
誘導3 日－20週 の血清中 に も 依然と して 高力価 の 抗
aB S A抗体 が持続的 に 存在 す る こ と が 観察 さ れ た
く表1う．
王王． 病理 形態学的所 見
対照群 では 全く関節炎の発生は認め られ な か っ た の
に 対 し， aB SA 注入 群で は ほぼ 全例に 著 しい 関節炎が
観察さ れ た．
1 ． 関節炎誘導後 1－5 日
関節膣 へ 抗原 を注入 す る と 1 日目 で す で に 滑膜 に 好
中球 を主体と す る炎症性細胞浸潤が み られ た． 好 中球
浸潤 は 3 日目 で はさ ら に 強く な り滑膜表層細胞 は脱落
し， 関節腔は 好中球や フ ィ プリ ン を 主体 とす る 浸出物
で み た され た く図2フ． 関節軟骨表層部 で は その 基質内
へ の 好中球浸潤像が しば し ば観察さ れ た． また 関節軟
骨 は所々 で石 灰化層 を除く軟骨全層が ア ル シ ャ ン 青染
色陰性と な り， 関節軟骨か ら の プ ロ テ オ グ リ カ ン の 脱
落が 示 唆され た．
2 ． 関節炎誘導1－2退
この 時期で 最 も目立 つ 所見は 関節軟骨の 著 しい 破壊
であ っ た く図3， 4う． 滑膜よ り 浸潤 した好中球 は関節
軟骨表層の み な らず， さ ら に 深層 へ と 浸潤 を 示 し た
く図 41． また 好中球 は滑膜組織の み な ら ず関節軟骨直
下 の骨髄か ら も浸潤 し， 軟骨 の 石 灰 化層は主 と して こ
れ らの 好中球 に よ っ て破壊 さ れ た． 関節軟骨 へ の 著明
な好中球浸潤 に 伴 っ て軟骨細胞 の 変性， 壊死 と細胞間
イ トリ ッ ク ス の 破壊 が認め ら れ た く図 4う． こ の よう な
部位 の 軟骨 は ア ル シ ャ ン 青染色 で 全 く 染色 さ れ な い
が， アザ ン 染色 は陽性 を示 し た． 滑膜組織 に は好中球
と少数 の 小円形細胞 お よ び 大食細胞浸潤の ほ か 線推芽
細胞 や毛 細血管の 増生が認め ら れ， 関節艦内の 浸出物
中 へ の 侵入 が 観察さ れ た． ま た 関節軟骨直下 の骨髄中
に は好中球浸潤の み な ら ず破骨細胞様の 巨細胞 と線維
芽細胞お よ び毛 細血管の 増生 が み ら れ， 軟骨の 破壊消
失した 部位 で は滑膜 と同様関節腔の 浸 出物中 へ と侵入
を示 し た．
電顕的 に は分業核 を持 ち偽足様突起と多数 の 貪食空
胞を有 す る好中球の 軟骨細胞間マ トリ ッ ク ス 中 へ の 浸
Fig． 2． Kn e ejoint of a guin e a－pig 3 days after
intr a－ a rtic ula r inje ctio n of aBSA． M a rked
infla m m atio n of the syn o viu m a nd e x udativ e
m aterialsin thejointc a vity a re s e e n， F，fe m u ri
T， tibia． H ． E． stain ． x30．
Table l． Im m u n o－ Statu S at V a rio u stim es pre－ a ntige n challe nge くO dayIa nd afterthe cha1e nge
く3 days， 1， 2， 4， 8， 12， 20w e eksI．
Odくn こ17J 3dくn ニ 3I Iwくn ニ 41 2wくn ニ 3I 4wくn 二 2I 8wくn 二 31 12wくn ニ 31 20wくn ニ 31
m e a n士S D群 1．68士0．271 ．92士0．06 1．92士0．06 1．84士0．12 1．98士0．02 1．74 士0．181．55士0．0 4 1．24士0．20
春
T he m e a n士S D is expr e ss ed as abso rba n c e v alu es at 405n m at 2
12
ser u mdilutio n－
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潤像が し ば し ば観察 さ れ た． こ の よ う な 部位 で は コ ム レ ッ ド染色 で は， R．R． 陽性粒子 と フ ィ ラ メ ン ト か ら
ラーゲ ン 線推 は疎開を示 す が， 好 中球 に よる コ ラ ー ゲ なる プロ テ オ ブリ カ ン の 網状構造 の 消失が認め られ た
ン線椎の 貪食像は認め られ な か っ た く図5L ル テ ニ ウ く図6a． bう． ま た 関節軟骨中へ 浸潤 した好中球や表層の
Fig． 3． Kn e ejointofa guine a－piglw e ek afte rthe a ntige ninje ctio n， Showing m a rked
destr u ction of artic ula r cartilage ofboth fem urくFlandtibiaくTl． Joint c a vityis
filled with exudativ e m aterials． M ， m enis c u s． H ． E． stain ． X37．
Fig－4． Articula r c a rtilage of fe m u rfr o m a n a nim a1 1w e ek afte rtheinje ctio n． T he
C a rtilageisinfiltr ated by m a ny n e utr ophilsfro mbothjointc a vity a nd bo n e m a rr o w．
Note degradatio n of e xtr a cellula r m atrix of c a rtilage a nd dege n er atio n a nd
n e c ro sis ofcho ndr o cyte sくa rr o w sI． H ． E． stain ． x330．
102 山 下
Fig． 5． Ele ctr o n mic r ogr aph of a rtic ula r c a rtilage fr o m aguine a－pig lw e ek afte rthe
inje ction． Ne utr ophils infiltrated in joint c avity c o ntain m a ny phago cytic v a c u ole s
くa rro w sIa nd c ollage nfibers of artic ula r c artilage a relo o sely a r ra nged． Ur a nyla cetate
andlead citrate stain ． X 4，600．
Fig．6a ，b． Ele ctr o n mic r ogr aphs ofthe e xtra c ellula r m atrix ofa rtic ula r c a rtilage stain ed
with rutheniu m r ed． alNo r m al c a rtilage sho w s c ollagenfibers e mbeddedin abu nda nt
ruthe niu m r ed－PO Sitiv epa rticles a nd fila m e nts． X26，000． blCa rtilage fro m a n a rth itic
a nim al lw e ek afte rthe a ntigen ch al 1e nge， Showing dis ap pear an Ce Of ruthe niu m red－
po sitiv e n etw o rks． X12，500．
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軟骨細胞周囲に は， 幅 17ロー 20011Illの 太 い コ ラ ー ゲ ン
線継が 時々 認 め られ た く図7う．
3 ． 関節炎誘 導318退
こ の 時期 に な ると 大腿骨， 脛骨お よ び膝蓋骨の 関節
軟骨は大 部分破壊 消失し た
． 本来関節軟骨 が存在し て
い た部位は 滑膜組織 や骨髄よ り関節腔側 へ と侵入増生
し た肉芽組織 に よ り置換され ， 関節腱 は ほと ん どの 部
分 で 消失を示 し た く図 8aJ－ 3過 で は こ の 肉芽組織中
に は な お 好中球や 大食細胞の 浸潤と 血 管増生 が み ら れ
た
．
しか し 4 週以 降は， 炎症 性細胞は ば とん どみ られ
な くな り， 血管も減少 し， 線椎茸細胞 の 著明 な増生 に
よ り線維性癖痕組織 へ と か わ っ た 憫 8aI
．
ま た， こ の
線維組織は大腿骨や脛 骨 の 骨 梁 に 接 した 部位よ り軟骨
化生 を生 じ た く図 紬う．
4 ． 関節炎誘導 12嶋20過
大腿 骨， 脛骨 お よ び膝蓋骨の 本来の 関節軟骨 はほ と
ん どの 部位 で 破壊消失し た
．
これ らの 骨は軟骨性組織
で 結合さ れ ， 関 節脛 は 消失 し軟骨性強直像 を呈 し た
く図9ユ．
m ． 抗原 と抗体の 局在
抗原の 局在 を 1 2 5トaB S Aを用 い た 光顧的オ ー トラ ジ
オグラ フ イ で 検討す ると ， 関節炎誘導 1－3日 目で は
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石灰 化層を含 む関節軟骨全層， こ と に 深層の 軟骨細胞
周囲が強 く ラ ベ ル され た く図1咄 ． 特に 膝蓋骨 と それ
に 対向す る大腿骨およ び腰骨辺緑部の 関節軟骨 に 銀粒
子 が 高密度 に 存在し た
．
また 滑膜 や関節内靭帯 に も少
数の 銀 粒子 が認 め られ た． 抗原注入 1遇後関節炎 の 進
行に 伴 い プ ロ テ オ グリ カ ン の 脱落が生 じる と銀粒子 も
著滅 した ． し か し残存す る軟骨 に は依然少数な が ら ラ
ベ ル が 認め られ た く図10bJ
．
抗モ ル モ ッ トIgG を用 い た 螢光抗体法で は 抗体 は
関節炎誘導 ト 3 日後 で は 関節軟骨表層部 と滑腰組織
中に 局在 した 個 10cう． 卜 2週後の 材料 で は ， 関節
軟骨の 破壊 に 伴い 抗体は さ ら に 深層に まで 認め られ た
く図10 bI．
IV ． 生 化 学的所見
1 － 滑膜お よ び 関節軟骨 ホ モ ジネ ー トの ト ラ ン ス
フ ェ リ ン 分解酵素活性
こ れ ら の 組織ホ モ ジネ ー ト上 清中の トラ ン ス フ ェ リ
ン 分 解酵素活性 の 結 果 を 図11に 示 す． W ilc o xo n
r a nk s um te st を用 い て酵素活性値 を検定す る と， 未
処置正 常滑膜 ホ モ ジ ネ ー トに 対 し， 痴態学的に 炎症性
細胞浸潤の 著 しい 1， 2過の 滑膜で有意な酵素活性値
の 上 昇がみ ら れ た
－ また滑膜 に お ける炎症性細胞浸潤
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が 消退 し増殖性変化を示 す 8週の 材料で は有意差 は み
られ な か っ た 個 11aう． 関節軟骨 ホ モ ジネ
ー ト中の ト
ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性も ほ ぼ 同様の 所見 で ， 対
照群に 対 して 1， 2過の 材料で 酵素活性 は有意に 高値
を示 した く図11bう． 関節炎誘導4遇以降で は関節軟骨
は多く の 動物で破壊消失 した た め材料の 採取が不可能
で あ っ た ．
関節炎誘導 2週の滑膜と関節軟骨ホ モ ジネ
ー ト中の
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性 に 対す る 各種阻害剤の
影響 は両試料 で ほ ぼ 同様で あ っ た ． 図12 に 示 す よ う
に， ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は DI F P と P M SF に
ょ っ て 全 活性 の 10－ 20％に ま で 強 く 阻害 さ れ た．
E D T Aに よ っ て も 同様 に 阻害 され た． しか し N
－E M
と PepStatin A で は全く阻害さ れ な か っ た ．
関節炎誘導 1， 2， 4週 の 滑膜ホ モ ジ ネ
ー トを用 い
てそ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性の pH 曲線 を検討 し
た と こ ろ， その 至 適 pH はい ずれ の 試料 に お い て も
7．5 － 8．5 と中性域 に 認め られ た ．
2 ． ， ゼ ラ チ ン 分解酵素活性
1 4C標識ゼ ラ チ ン を基質 と して 滑勝と 関節軟骨 ホ
モ
下
ジ ネ ー ト上 清中 の ゼ ラ チ ン 分解活性 を検討 し た■ 図
13a に 示 す よ う に 滑膜 の ゼ ラ チ ン 分 解清性 は N H2
．
p h一 触 Ac存在下 で ア ッ セ イ す る と対照群 と比 較 して
関節炎誘導 1 週の 材料 で 有意 に 高 い 酵 素活性 を示 し
た ． 8週 で はそ の 活性値 は正 常化 した ． N H2
－Ph－ Hg－
Ac の 存在 しな い 状態 で は そ の 活性 に 差異 は み られ な
か っ た ． 軟骨 ホ モ ジネ ー ト で は 1 週の 材料 で N ti2
－P h一
触 Ac で 活性化さ れ ， 有意 に 高 い 酵素 活性が み
ら れ た
く図13bう．
ゼ ラ チ ン 分解酵素の 分子 量 を SD S－ ゼ ラ チ ン サ ブ ス
ト レ ー トゲ ル で 検討 した． 関節炎誘導 3 日か ら8 週 ま
で経時的 に 採取 され た滑膜 と関節軟骨の す べ ての ホ モ
ジネ ー トお よ び モ ル モ ッ ト末梢血 好中球 ホ モ ジネ
ー ト
をゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー トゲ ル に 電気泳動し ゼラ チ ン
の 分解 パ タ ー ン を比較 し た． 滑膜 ホ モ ジネ
ー トで は 3
日， 1 凰 2 週 の 材料で ゼ ラ チ ン を分 解す る 数本の 主
な バ ン ドが 認め ら れ た． こ れ ら の う ち分子量 200 lくDa，
125 k Da お よ び 94k Da の 高分子 の バ ン ド は好 中球 ホ
モ ジ ネ ー ト中に み られ る それ と ほ ぼ同
一 で あ っ た く図
14al． 分子 量 76 k Da と 72 k Da の バ ン ド は 1週 以 降の
Fig．8a ，b． Kn e ejoint of a n a rthritic a nim a1 4w e e
ks afterthe cha11enge， Sho wingfibr o u s
ankylo sis of fem o r o－tibialjoint くa，． F， fe m urニ T， tibia ．
H－ E． stain ． X30－ bl H igh
po w e r vie w ofthe a r e a en clo
sed by a bla ck r ecta nglein Fig．8a － Note c
a rtilage n o u s
m etapla sia a r o u nd bo n etrabe c ula e． H ． E．
stain ． X 140．
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材料で出現 し8過の 材料に お い て も認 め ら れ た． 正常
滑膜で は ゼ ラ チ ン分 解活 性はみ られ な か っ た
． 関節軟
骨で も 3 日， 1 ， 2 週の 材料で 滑 膜 で み られ たと ほ ぼ
同様 の ゼ ラ チ ン 分解 パ タ ー ン が 観察 さ れ た く図14b
う．
1過 の 滑膜 ホ モ ジネ ー トと好 中球ホ モ ジ ネ ー トの ゼ
ラ チ ン 分 解 活性 は E D TA に よ っ て 阻 害 さ れ た が
P M S F， N ．E M， PepStatin A で は 阻 害を う け な か っ
た．
3 ． コ ラ ゲナ ー ゼ活性
関節炎誘導 3日M8凋ま で の 滑膜 と 3 日－ 2週ま で
の 関節軟骨 ホ モ ジネ ー ト上 清 に つ き， 14C 標識 コ ラ ー
ゲン 分解活性 を N H2－P hTHg－Ac の 存在 お よ び非存在
下で 検討 した が， どち ら の 試料に お い て も コ ラ ゲ ナ ー
ゼ活性 は検出され な か っ た ．
考 察
抗原 誘導型関節炎 は抗原 を注入 した局所 に 関節 炎 を
確実に 誘 導す る こ と が可 能な点で す ぐれ てい る． し か
し この 実験 モ デル で は注入 さ れた 抗原が速や か に 関節
か ら血 中 へ 吸 収さ れ る た め ， 慢性か つ 破壊性の 関節炎
を作製す る こ と は きわ め て困難と され てい る2 5 卜 2 71． 血
管を欠 く 関節軟骨は異物排泄能が低く抗原捕捉が可能
な こ とか ら， 1984年， Va nde n Be rg ら1 61は ア ミ ド化
した aB S A を用 い て 慢性 の抗 原 誘導型関節炎 の 作製
に 成功 した ． 本研究で は彼 らの 方法 に 準 じ関節軟骨の
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Fig．9． Kn e eJOint ofa n a rthritic a nim a1 16w e eks
after the a ntige n inje ctio n． Co mplete c a rtila－
gen o u sa nkylo sis of fe m o ro－ pate11a r a nd fem oro－
tibi aljoints is se e n． F， fe m u ri P， patellaニ T，
tibia． H ． E． stain． x14
．
Fig．10a －d． Lo c alization ofa ntige nt1 2 5I－aB S AJa nd a ntibodyくIgGlin a rtic ula rc artilage of
a rthritic a nim als． alAuto r adiogr aph ofartic ula rc artilagefr o m a n a rthritic a nim al lday
afte rintra， a rtic ula rinje ction of1 2 5I－aB S A． Note thelabelingthr o ugho ut whole z o n e s。f
a rtic ula r c a rtilage， e SPe Cially aro u nd cho ndro cytesin the de ep z o n e． Toluidin eblue
Stain
，
X 2 50－ bン Auto r adiogr aph of degrading a rtic ula r c a rtilage l w e ek afte r the
Challege． Labeling is de cr e a s ed， but stillpre s ent in the c a rtilage． Toluidin e blu e
Stain． x660
－ CJdlIm m u n ohisto che mical lo c aliz atio n of IgG in a rtic ular c a rtilage fr o m
a rthritic a nim als 3 days くcJ a nd lw eek くdl afte r the challenge． Bright im m 。n O－
flu o re sc e n ce w a s see nin the supe rficialz o n eくcl and the de ep z o n eくdI． X160．
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著 しい 破壊 を き たす 関節炎を発生 せ しめ た． オ
ー トラ
ジ オ グラ フ イ ー の所見か ら， 注入 さ れた aB SA は石灰
化層を含む関節軟骨全層に 認 め られ ， こ と に プ ロ テ オ
グ リ カ ン の豊富 な深層の軟骨細胞周囲に 著 しい 沈着 を
示 した． また， 関節軟骨の破壊 に 伴な い プ ロ テ オ ブ リ
カ ン が減少す る と銀粒子 の ラ ベ ル の程度も低下 した．
aBSA の等電点 は約 9．5 である こ と か ら， 本実験モ デ
ル で は 陽イ オ ン化 した抗原が静電気的親和力に よ りプ
ロ テオ グ リカ ン に 捕捉され る こ と が著 しい 関節軟骨破
壊 をき た す原因と考 えら れ る． 関節軟骨表層部 に は抗
原の み な らず抗体 く工gGl も局在 す る こ とが 蛍光抗体
法に よ り証明 きれ た． 抗原 一 抗体複合体 は血管か ら好
中球を遁走させ ， そ の複合体 を好申球が貪食処理 す る
こ と は よ く知 られ て い る2即 ． こ れ らの こ とか ら ， 本実験
モ デ ル で は関節軟骨表層部で形成 され た抗原 一 抗体複
aI syn oviu m
合体が好中球 を遊走 し， こ れ ら の 好 中球が 関節軟骨破
壊 に 重 要な 役割 を果 して い るも の と思 わ れ る．
関節軟骨の 修復反応 は障害の 深さ に よ っ て 異なる と
さ れ て い る． 障 害が 関節軟骨表層に 限局す る 場合で は
滑膜一関節軟骨移行部の 未分化間葉系細胞の 増殖と そ
の 軟骨表面 へ の 延 長 に よ り修復 が お こ る と され て い
る2 9I． 一 九 破壊が 関節軟骨全層を越 え軟骨下骨 に 及 ん
だ 場合で は， 主 と して 骨髄 より増殖 した 間葉系細胞が




い て は， 障害は明 らか に軟骨下骨に ま で及 ん で お り，
骨髄 で増殖 した 未分化閉業系細胞や ， 関節腱内の 浸 出
物 に 対 して増生 した滑膜か ら の 肉芽組織 が その 修復 に
関与 して い た． 4週以 降で は 肉芽組織は療痕化 し， さ
ら に 軟骨化生 に より最終的 に 軟骨性強直 を示 し た． 軟
骨化生 は残存 し た骨梁に 近接 した部位 よ り始ま る こ と
bさca r紺 age
Fig． 11． E3Hコ Cm －T f－degrading a ctivity ofsyn o vium くala nd a rtic ula rc a rtilageくbl－
Supern ata nt fluidく10JLl of ho m oge n ate s fro m syn o viu m a nd
c a rtilage w a s
in c豆bated with a n equalv olu m e ofE3Hコ Cm － T fく30JLglfo rlhat37
D
C． On e u nit of
Cm － Tf－degr ading activity w a sdefin ed a sthe pr odu ctio n of
lJJg Cm －T f fr agm ents
s 。1uble in 3．3％ くWIVltrichlo r o a c etic a cid in l min at 37
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は興味深 い 所見で あ る ． 骨 に は骨形 成因子 が 存在し，
この 因子 が 周囲組織 を軟骨化生 へ と 誘導す る こ とが 知
られ て い る の で
3い
， 本実験の 軟骨化生も骨由来 の この
因子 の 作f削こよ るの か も しれ な い ．
関節軟骨の 細胞間 マ トリ ッ ク ス は 主と し て プ ロ テ オ
グリ カ ンと コ ラ ー ゲ ン 線稚か ら構成さ れ る． 慢性関節
リ ウマ チ をは じ めと す る種々 の 関節疾患に お い て は，
まず プ ロ テオ グ リ カ ン の 脱落が お こ り， 次 い で コ ラ ー
ゲ ン線維の 分解消失に よ り関節軟骨 の 破壊 が進行す る
と報告され て い る321． 本実験 モ デル に お い ても ， 関節炎
誘導早期 に コ ラ ー ゲ ン 線維の 消失 に 先立ち プ ロ テオ グ
リ カ ン の 脱 落が観察さ れ た． 関節軟骨 プ ロ テ オ グリ カ
ン をin vitr oで 分解 す る酵素と し て は カ テ プ シ ン B
や D な どの 酸性水解酵素7 ト 91の は か ， 金属依存性蛋白
分解酵素1帖や セ リ ン プ ロ ティ ナ ー ゼ4 ト 6Iの 中性 プ ロ
ティ ナ ー ゼ が 報告さ れ て い る． し か し， プ ロ テ オ グ リ
カ ン の 分解は 主 と して 細胞外で行わ れ ， 関節軟骨の 細
胞外液の PH は炎症 時に お い て も中性域 に あ る こ と が
知ら れ て い る の で ， 生体 内に お い て は 中性 プ ロ ティ
ナ ー ゼ が プ ロ テ オ ブ リ カ ン分解 に 主 役 を演 じて い る と
考えら れ て い る ．
本研究 に お い て は， 滑膜組織 と関節軟骨 ホ モ ジネ ー
ト中に ト ラ ン ス フ ェ リ ン を分解 する酵素活性が関節軟
骨破壊の 著 し い 時期 に 一 致 し て高値 を示 し た． 仁3Hコ
Cnl． Tfア ッ セ イ は 非特異的な中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ活
性 を検出す る ア ッ セ イ で ある が， プ ロ テオ グ リカ ン を
分解 す る 金属依存性 蛋 白分解酵素 で あ る m atrix
m eta1lopr oteina s e3 はこの 基質に 対 し強い 基質特異
性が あ る こ と が 知ら れ て い る1月． 滑膜由来 トラ ン ス
フ ェ リ ン分解括性の 至適 pH は 7．5 － 8．5 で あ り， そ の
活性 は DI F P と P M S Fで 著 しく 阻害さ れ る こ と か ら
中性 セ リ ン プ ロ テ ィ ナ．
－ ゼ の 一 種 と 考 え ら れ る．
E D T A でも活性の 阻害が み られ る こ と か ら， その 活性
保持に Ca 廿 な どの 金属イ オ ン が 必要な の か も しれ な
い
． 本酵素の 細胞起源や既知 の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ と の異
同に つ い て は明らか で な い が， 滑膜や 関節軟骨 へ の好
中球浸潤 の 著 しtl時期に 一 致して 活性の 高値が み られ
る こ とか ら， 本酵素は プ ロ テ オ グリ カ ン分解能を有す
る好中球由来 の エ ラ ス タ ー ゼ や カ テ プ シ ン G に 相当
す るも の と推定され る ．
関節軟骨 に 存在す る コ ラ ー ゲ ン に は工I， 工X， X， Xl
型 コ ラ ー ゲ ン が 区別さ れ てい る． こ れ らの う ち関節軟
Fig．12． Inhibitio n studie s ofL3HI Cm ．T f．degr ading a ctivity ofsyn oviu mくala ndc a rtilage
くbJ． Equ al v olu m e suOFEl of s upe rn at nt fluid fr o m syn o vial o r c a rtilage n o u sho mo－
ge n ate s a nd inhibito rs w er e mixed andin c ubated in 50 m M Tris－ H Cl， pH 7，51O．15N NaClノ
1O m M CaC12JO．05％ Brij3510．02％ NaN3 at rO O mte mpe ratu refor30 min ． T he re sidu al
en zymic a ctivity w asthe n a ss ayed again st亡3HコCm －T fat370C fo rl h． DI F P，di sopr op yl
flu o ropho sphate く2 m MJニ P M S F， phe nylm etha n e s ulfo nyl flu o ride く2 m Mli NAE M， N－
ethylm alei mideく1 m MJニ Pep． A， pePStatin Aく1 m Ml．
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骨の 主 要 コ ラ ー ゲ ン で あ る H 型コ ラ ー ゲ ン は 軟骨 コ
ラ ー ゲ ン の 約 鋸 ％を占 め， 電頗 的 に 直径 30－120n m
の 細 い 線維 を形成 して い る． 生体 内 に お い てII 型コ
ラ ー ゲ ン は コ ラ ゲナ ー ゼや エ ラ ス タ ー ゼ に よ る 限定分
解後， 体温に よ る熱変性 でゼ ラ チ ン化 し， さ ら に ゼ ラ
テナ ー ゼ をは じめ とす る種々 の 中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ が
作用 して分 解処理 さ れ る と考 え ら れ て い る331 341． 本実
験 で は電頭的に コ ラ ー ゲ ン線維の 貪食 や細胞内 で の 分
解 を示 す所見は得 られ な か っ た こ と か ら ， コ ラ ー ゲ ン
線推の 分解 は細胞外 に お い て 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ の 作
用 に よ っ て行わ れ る と考え られ る ． コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性
は検出さ れな か っ たが ， ゼ ラ チ ン 分解活性 は滑膜 や関
節軟骨ホ モ ジ ネ ー トの 多く の 試料 で 高い 活性が認め ら
れ た
．
ゼ ラ ナ ナ ー ゼ活性は， 滞在型 金 属依存性蛋白分
解酵 素 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ
1出 り
， ゼ ラ チ ナwゼ1 21 1 3や
aさ SYnO Viu m
C 3 d lw 2 w 8 w
下
m atrix m etallopr otein a s e3
川 くstr o m elysinl
1 5Iの 活
性 化剤 で あ る N H2－P h－Hg－Ac の 存 在 下 で 高値 を 示
し ， 未処 理 試料で は低値 で あ っ た ． ま た， その 晴性 は
E D T Aに よ っ て の み 阻 害さ れ る こ と か ら 金 属依存 性
蛋白分解酵 素 で あ る と結論さ れ る． こ の 酵 素は ゼ ラ チ
ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲル 上少 なく と も数本の バ ン ドと し
て観察さ れ た が， それ ら は 分子 量 20k Da， 125 k Da，
94k Da の 高分 子 の も の と 76lくDa ， 72kDa の 酵素に 大
別さ れ た． 高分 子の 酵素は好中球ホ モ ジ ネ ー トの それ
と はぼ一一 致 す る こ とと ， 精製さ れ た好 中球 ゼ ラ ナ ナ ー
ゼ は非還元状態 で 同様 の 3本の バ ン ド に 泳 動さ れ る こ
と2 3Iか ら 高分子 の 酵素は好 中球由来ゼ ラ チ ナ ー ゼと 考
えら れ る
． 一方， 低分子 の ゼ ラ チ ン 分解活性は線椎芽
細胞1 2や 骨組織 由来の ゼ ラ チ ナ ー ゼ 刷 と そ の 分子 量 は
類似 して い た ．
臨魯 c a 計測 age
C 3 d
一
卜 冊 ．2 偶
Fig． 13． Gelatin olytic a ctivity of syn o viu m tal a nd a rtic ula r ca rtilage くbl． Supe rn at nt
fluidく10iL1 fr o m syn o vialくaンc a rtilage n o u sくb川 o m ogenates w a sin c ubated withF
llC二1
gelatin く150pgンin 50m M TrisTH Cl， pH7．51O．1 5M NaClノ10 m M CaC1210．05％ Brij 351O －
02％ NaN2 Withく砂Io r witho utくO11 m M N H2－P h－ Hg－Acく200JLltotalv olu m elfo r17 hat
37
0
C． On e u nit ofgelatin olytic activity dige sted liLg Ofgelatinlmin at37
O
C －
aB S A誘 導関節炎 に お ける 関節軟骨破壊機序
三二二て二三 二 三三 三こニニ 三ニ テ キー ささ 三三 芋 二




Fig． 14a， b－ S D S－gelatin substr ate gel ele ctro－
Pho re sis．Super n at ntfluidof ho m oge n atesfr o m
SynoViしIm くaJ a nd cartilage 肋 w er e electrしト
Pho r es ed u nderthe u n reclu ed c o nditio llS O nlO％
S D S－pOlyacryla mide gel c o ntaining gelatin tO．5
m glmり at 4
O
C， T he gelw a s w a shed with50 m M
Tris－H Cl， pH 7，511JJM ZnC12 1 Om M CaC12ノ2．5％
Trito n X a nd inc ubated with 50m M Tris－H Cl，
pH 7．5ノ1pM ZnC12ノ10m M CaC1211％ Trito nX10．
02％ N aN3 at 37
O
C for18 h． Pr otein m a rke rsare
im m u n oglobulin く150 k DaJ． tra n sferrin く77 k Daナ，
bovi1－e S eru m albu min く68 k Dal， O V albu min り3
k Dala nd c a rbonic a nhydr a seく29k Dal．
1 棋1
コ ラ ゲ ナ ー ゼ活 性は検出さ れな か っ たが ， 前述の よ
う に ト ラ ン ス フ ェ リ ン分 解活性が コ ラ ー ゲ ン分解能も
有す る好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 可能性が強い こ と か ら，
こ の 実験モ デ ル で は エ ラ ス タ ー ゼが コ ラ ー ゲ ン 分解 を
行 っ て い る も の と 推測さ れ る． エ ラ ス タ ー ゼ は コ ラ ー
ゲ ン分子 の N 末端部位の み を切 断す る こ と引 か ら ， 本
実験 で 行 っ た 可 溶性 コ ラ ー ゲ ン を基質 とし た ア ッ セ イ
で はそ の 活性の 検出 は不可 能で あ っ たと 考えら れ る．
本実験 モ デ ル は著し い 関節軟骨 の 破壊をき た す こ と
か ら慢性関節リ ウ マ チ に お け る関節軟骨破壊機序 の 解
明 に い く つ か の 示 唆を与 えて し1る
． 慢性関節リ ウ マ チ
は免疫学的機序 で 生 ず るが， 引き 金と なる 抗原 に つ い
て は 免疫 グロ ブ リ ン， E Bウ イ ル ス ， 細菌菌体成分 ， 工1
型 コ ラー ゲン な ど種 々 の 物質が あ げら れ て お りし1ず れ
も 決定的と は し1え な い り35J
． 生 体内に 存在する多く の 蛋
白質は 陽 イ オ ン状態 で は存在し な い が， 潜血 性連鎖球
菌が 産 生 する あ る種の 物質は強い 陽イ オ ン状態 に あ る
こと が知 ら れ て お リ3 61， この よ うな物質が抗原 と な り
う る 可能性は 否定で き な い
．
ま た， 全身性 エ リテ マ トー
デ ス の 抗 D N A抗体が ， 負電荷をも つ プ ロ テ オ ブ リ カ
ン と 交差 反応 する と い う 報告3 7恨傾聴関節リ ウ マ チ患
者の 抗核抗体 に も 同様の 性質が存在す る可 能性 を示 唆
し て い る
．
こ れ ら の 抗原 や 抗体が慢性関節リ ウ マ チ患
者に お い て 存在す る場合に は ， 本実験 モ デ ル と同様，
関節軟骨 に お け る持続性 の 抗原抗体反応 に よ っ て 軟骨
の 著し い 破壊消失 をき た すと 考えら れ る． 慢性関節リ
ウ マ チ に お け る好中球の 役割に つ い て は い く つ か の 報
告が み られ るが 再3 引，好 中球浸潤が滑膜 に 軽度 で ある こ
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と か ら こ れ ま で その役割に つ い て は あま り注目 され て
い な い ． しか し， 本実験モ デ ル は好中球が そ の 中性 プ
ロ テ ィ ナ ー ゼの 作用 に よ っ て 関節軟骨 を短時間で 破壊
す る こ と を示 し てお り， 慢性 関節 リ ウ マ チ 患者 の 関節
液中に 出現 した 多数の好中球3 8Iが 関節軟骨破壊 に 重 要
な役割 を果す可能性を示 唆 して い る．
繚 論
ア ミ ド化に よ り陽イ オ ン 化 した aB S A を抗原 と し
て モ ル モ ッ トに 関節炎を誘導 し， 関節軟骨破壊機序 を
病理形態学と生化学的手技 を用い て検討 した ．
1 ． 関節炎誘導 1 日で 好中球浸潤を伴う滑膜炎が お
こ り， 1 － 2過 で関節軟骨 は表層部と骨髄側よ り著 し
い 好中球浸潤 をう け， 2遇 まで に ほ ぼ 完全 に 破壊消失
し た． 3 － 4 週後 で は破壊 され た 関節軟骨 と関節腔 は
肉芽組織 に よ り置換 され ， 膝関節 は線推性強直 を経 て
関節炎誘導12 － 20遇後に 軟骨性強直像を呈 した ．
2 ． 抗原は プ ロ テ オグリ カ ン との 静電気的親和力に
よ り関節軟骨全層に 捕捉さ れ， 軟骨破壊の 進行 した 1
過 の 材料で も なお 少量残存す る こ とが 1 2 5I－aBS A を用
い た オ ー トラ ジオ グラ フ イ ー で示 され た． 抗体 は関節
軟骨表層 に局在す る こ とが蛍光抗体法で観察 され た ．
こ の こ とよ り 関節軟骨表層部 で形成 され た抗原一抗体
複合体が起炎物質と な り好中球を遁走 させ る と考 え ら
れ た
．
ま た， 関節軟骨へ の 抗原の捕捉が軟骨の完全破
壊 をき た す原因と考 えられ た．
3 ． 関節炎誘導1， 2遇 の滑膜 と関節軟骨 ホ モ ジ
ネ ー ト上 清中に トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性が ， 1週の
滑膜と 1週の 関節軟骨 ホモ ジネ ー ト上 清中 に ゼ ラ チ ン
分解活性が検出され た． ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活
性 は阻害試験 と pH 曲線 な ど に よ り セ リ ン プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ の 一 種 と考 えら れ， 好中球由来の エ ラ ス タ ー ゼ
や カテ プ シ ン G と推定され た． ゼ ラチ ン 分解活性は金
属依存性蛋白分解酵素で ゼ ラ チ ン サ ブ ス トレ ー トゲ ル
上 の 分子 量よ り好中球由来 の ゼ ラテ ナ ー ゼ と考 えら れ
た．
以上 の 所見 より， 本実験 モ デ ル で は好中球が主役を
演 じて お り， 好中球由来の 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る
プ ロ テ オ グリ カ ン や コ ラ ー ゲ ン線維 の 分解に よ っ て 関
節軟骨 の破壊消失が生ずる と考 えら れ た．
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Key w
．
o rds ニ antige n－induced a rthritis， destr uc tion of ca rtilage，
n e utr al pro tein a s e，
rheu m at oida rthritis
A bstr a ct
In 。rde， t 。better u nde rst and m e chanism sofjointde struc tio nin rhe u m at oidarthritis， a ntlgen
－
indu ced arthritis in gu ln eaNPlgS W aSde veloped and the me cha
nism s of a rtic ular cartilage
destruction in this m odel w e re e xamin ed m orphologically and bio che mic a
lly－ Arthritic a nim als
w ere pr epar ed by injecting charge－ m Odified catio nic ami dated bo vin ese
ru m albu min くplニ 9．5J
くaB SA ， 0．5 mgJinto kn eejoints ofguinea－Pigsim m u niz ed with aB S A． M a rked sy
novitis with
polym orphon u cle a rleukocyte in mt
ratio n sta rted within lday afte r challenge ． Ne utrophils
m lgr ated fom syn o viu m ands ubchondr al bo n e m a rro w
infiltr ated into a rtic ular cartilage andthe
c artilage w as c om pletely destr oyed by 2 w eeks－ Du ring the des
tr u ctio n of a rticula r c a rtilage，
pro te oglycan sw ereinitially depleted a nd the n c ollagen fibe rs disap pe a red
． Gr a n ulatio n tis s ue
de rived 丘o m inna med syn oviu m and bon e m ar row r eplaced the d
estroyed ca rtilage a ndjoint
space ， and it w as t urned tofi brous s car ring tissu eくnbr o us ankylo sislby 8 w e e
ks－ Fin a11y， the
kn e eJO l nt de v eloped c artilagenous ankylosis within 1
2－20 w e eks． A utor adiogr aphy u sing
1 2 5I－
aB S Aa ndim munoloc alization study of IgG de m o nstr atedthat the a ntlge nis tr ap ped
in whole
zone s of articular cartilage by ele ctr o st atic binding and s er v e sas pla nted
a ntlge n fbr the
attachm ent 。fantib。dies． E311j c a rbo xym ethylatedtr a n sftrrin －degrading activity w a sdete ctedin
ho m oge n ates of a rthritic syn oviu m a nd cartilage 丘om knee JOints
l a nd 2 w e eks a鮎r the
challe nge． Inhibition s tudy a nd pH c
u rv eindic ated that the pr otein a s eis a n e utr al s e rine
pr oteinase and c onsidered tobe neutrophilelas tase a ndlor cathepsin
G
，
bo th of w hich c an
degr ade prot e oglycans． A me a s ur able a m o u
nt ofgelatinolytic a ctivity w as also de
te cted in the
sam e sam ples， altho ughthey co n tained n
o c o11agen a s9 aCtlV lty． T he e n zym e wa s activ ated wit
h
4－aminophe nylm er curic ac et a te andinhibited with E D T A，
indic atl ng a n e utr al m e tallopr otein ase．
The data of S D S－gelatin s ubstra tegelshow ed thatthe m et a1lopro tein a s e
is n e utrophilgelatina se．
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T he r es ults ofthispre s e ntstudyindicate thatneutr alproteinasesderived 丘om polym orphon uclear
leukocyte s a r e r esponsiblefbrthe des tr u ctio n ofarticula r cartilagebydegrading prote oglycan s a nd
C Ollage n s， a nd sug ge st the possib ility thatin rheum at oidarthritis neutrophils innltrated into
Syn O Vial nuid m ay play an im portant role in the destru c tion of articula rca rtilage．
